Background and Purpose-Intravascular transplantation of neural stem cells represents a minimally invasive therapeutic approach for the treatment of central nervous system diseases. The cellular biodistribution after intravascular injection needs to be analyzed to determine the ideal delivery modality. We studied the biodistribution and efficiency of targeted central nervous system delivery comparing intravenous and intra-arterial (IA) administration of neural stem cells after brain ischemia. Methods-Mouse neural stem cells were transduced with a firefly luciferase reporter gene for bioluminescence imaging (BLI). Hypoxic-ischemia was induced in adult mice and reporter neural stem cells were transplanted IA or intravenous at 24 hours after brain ischemia. In vivo BLI was used to track transplanted cells up to 2 weeks after transplantation and ex vivo BLI was used to determine single organ biodistribution. Results-Immediately after transplantation, BLI signal from the brain was 12 times higher in IA versus intravenous injected animals (PϽ0.0001). After IA injection, 69% of the total luciferase activity arose from the brain early after transplantation and 93% at 1 week. After intravenous injection, 94% of the BLI signal was detected in the lungs (Pϭ0.004) followed by an overall 94% signal loss at 1 week, indicating lack of cell survival outside the brain. Ex vivo single organ analysis showed a significantly higher BLI signal in the brain than in the lungs, liver, and kidneys at 1 week (PϽ0.0001) and 2 weeks in IA (Pϭ0.007). Key Words: biodistribution Ⅲ bioluminescence imaging Ⅲ cell transplantation Ⅲ experimental Ⅲ intra-arterial Ⅲ ischemia Ⅲ stem cells N eural stem cell (NSC) transplantation represents a promising experimental therapeutic avenue for stroke. 1-3 Recent studies have demonstrated successful engraftment and functional recovery in animal models of cerebral ischemia, 4 -10 and stem cell-based therapies are being evaluated for safety and efficacy in humans. 11,12 Minimally invasive intravascular delivery would carry several benefits over intraparenchymal transplantation. 13,14 Cells delivered in the vasculature gain superior access to injured tissue and an intravascular approach allows for a repeatable, multiple treatment paradigm. Additionally, the transplantation procedure carries significantly lower risks compared with stereotactic neurosurgery.
N eural stem cell (NSC) transplantation represents a promising experimental therapeutic avenue for stroke. [1] [2] [3] Recent studies have demonstrated successful engraftment and functional recovery in animal models of cerebral ischemia, 4 -10 and stem cell-based therapies are being evaluated for safety and efficacy in humans. 11, 12 Minimally invasive intravascular delivery would carry several benefits over intraparenchymal transplantation. 13, 14 Cells delivered in the vasculature gain superior access to injured tissue and an intravascular approach allows for a repeatable, multiple treatment paradigm. Additionally, the transplantation procedure carries significantly lower risks compared with stereotactic neurosurgery.
There are 2 methods of intravascular delivery: intravenous (IV) and intra-arterial (IA) transplantation. Intravascularly delivered cells can undergo directed chemotactic recruitment, transendothelial diapedesis, and subsequent intraparenchymal migration to the ischemic lesion. 4, 5, 15 IV infusion is an attractive candidate based on ease of administration and clinical precedent, but recent studies have reported poor cell delivery to the brain and suggested cell entrapment in peripheral organs. 16 IA delivery may overcome limitations of IV by using a more direct route to the central nervous system such as endovascular selective catheterization of intracerebral vessels for current stroke therapy.
A direct in vivo comparison of both intravascular cell delivery techniques with quantitative analysis of the cellular biodistribution is an important step toward further development of minimally invasive stem cell therapy for central nervous system diseases. We used an in vivo imaging approach to explore the biodistribution of transplanted NSCs in a mouse model of hypoxic-ischemia. We demonstrate a significant difference in delivery efficiency of NSCs to the ischemic brain between IA and IV transplantation.
Hypoxia-Ischemia Model
All animal procedures were approved by Stanford University Administrative Panel on Laboratory Animal Care. Brain ischemia was induced using a hypoxic-ischemia model. 21 Nude hairless mice (10 weeks old, Nu/Nu; Charles River, Wilmington, Mass) underwent left common carotid artery occlusion with an aneurysm clip before inducing hypoxia at 8% O 2 for 30 minutes at 37°C. After hypoxia, reperfusion was obtained by removal of the aneurysm clip. Sham animals underwent the same procedure except occlusion of the left common carotid artery and hypoxia.
Cell Transplantation
Twenty-four hours after brain ischemia, randomly assigned animals (nϭ12 for each group) received tail vein injection or IA injection of NSCs harboring the reporter gene as well as SPIO particles. NSCs were dissociated into a single cell suspension with trypsin. Cell viability, as assessed using the trypan blue dye exclusion method, was Ͼ95% in all groups. IV injections of 5ϫ10 5 cells in 200 L saline were administered through the tail vein. For IA injections, the ipsilateral carotid artery was again exposed, the external carotid artery was ligated with 6-0 silk, the superior thyroid and pterygopalatine arteries were coagulated, and 5ϫ10 5 NSCs in 5 L saline were injected into the common carotid artery using a 10-L Hamilton syringe with a 33-G custom-made microneedle. Sham animals received saline injections through the tail vein or carotid artery. No difference in morbidity or mortality was found between either intravascular experimental group.
In control animals, 5ϫ10 5 parental NSCs or fluorescence-activated cell sorter isolated reporter NSCs were stereotactically transplanted into the striatum or subcutaneously in the shoulder area. To correlate photon flux with cell number, serial dilutions (350Ј000 to 50Ј000, nϭ3 per dilution) of reporter NSCs were transplanted to the striatum.
Bioluminescent Imaging
Bioluminescent imaging (BLI) was conducted on the IVIS Spectrum system (Xenogen Corporation, Alameda, Calif). Mice were given an intraperitoneal injection of 100 L D-luciferin (15 mg/mL in phosphate-buffered saline; Promega, Madison, Wis). Whole-body images were acquired for 1 minute. The BLI signal was recorded as maximum photon flux (photons/s/cm 2 /sr). Living Image 3.0 software (Caliper Life Sciences, Hopkinton, Mass) was used to quantify maximum photon flux in regions of interest (ROIs) in the head and torso. 
Magnetic Resonance Imaging
MRI was performed on a 7-T small animal scanner (Varian/GE Healthcare, Palo Alto, Calif). Ischemic lesions of all animals were visualized using a T2-weighted fast spin echo sequence (TR/TE 4000/62 ms; field of viewϭ3 cm; matrixϭ256ϫ256; slice thicknessϭ1 mm; number of excitationsϭ3) and the T2 hyperintense area quantified. High-resolution MRI of transplanted SPIO-labeled NSCs was obtained from paraformaldehyde-fixed brains immersed in fomblin (Specialty Fluids Co, Valencia, Calif). Brains were placed in a custom-built solenoidal radiofrequency coil and imaged using a 3-dimensional FIESTA sequence 22 (TR/TEϭ7.8/3.9 ms; resolutionϭ100 m isotropic voxels; number of excitationsϭ1).
Ex Vivo Assay
To resolve BLI signal from single organs, additional experimental groups of IA and IV transplanted animals were euthanized at 1 and 2 weeks (nϭ6, nϭ3 each). As a control for background signal, organs of nontransplanted animals were used. Brain, lungs, livers, and kidneys were removed; homogenized in a glass tissue homogenizer; and suspended in 1 mL of phosphate-buffered saline in 6-well plates. D-Luciferin solution was added to the wells and BLI images acquired and photon counts quantified as described earlier.
Immunohistochemistry
At 24 hours and 2 weeks after IV or IA transplant, subgroups of animals were transcardially perfused with 4% paraformaldehyde, brains were cut in 30-m sections, and processed for immunohistochemistry. After blocking, sections were incubated overnight at 4°C with the following primary antibodies: anti-RFP (1:500) and antiFluc (1:500; Abcam, Cambridge, Calif). Vessels were stained using lectin (1:350; Vector Labs, Burlingame, Calif) . Secondary antibodies were added for 4 hours at room temperature followed by nuclear stain with 4Ј,6-diamidino-2-phenylindole (1:5000; AnaSpec, San Jose, Calif). Sections were visualized on a laser scanning confocal microscope (LSM510; Zeiss). Cells were counted at 24 hours and 2 weeks after cell injection of IV and IA injected animals. Cells were counted in 3 animals per condition in 5 random ROIs per section in the ischemic and contralateral hemisphere. Three consecutive sections each spaced by 120 m and centered at the level of the striatum were selected. Data are expressed as mean cell number/mm 2 .
Statistical Analysis
Quantitative data were expressed as meanϮSEM. Means were compared using 1-way analysis of variance and Student t test. The Bonferroni method of correction was used. PϽ0.05 was considered statistically significant.
Results

Construction and Validation of the Reporter Cell Line
The flow cytometry plot illustrates the subset of RFP-positive NSCs selected as the transduced population ( Figure 1B ). Both the grossly transduced population (Tube B) and the RFPpositive sorted subpopulation (Tube A) of NSCs exhibited luciferase activity in vitro in contrast to the wild-type parental cell line (Tube C; Figure 1B inset). Only sorted cells were used for biodistribution experiments. To confirm reporter gene activity and specificity of BLI, sorted RFP-positive NSCs were transplanted subcutaneously into the shoulder (Figure 2A , arrowhead) and stereotactically into the striatum ( Figure 2B , arrowhead) contralateral to parental nontransduced cells (Figure 2A -B, arrows) . BLI demonstrated luciferase activity of sorted NSCs above the background. Parental NSCs without the triple-fusion reporter gene on the contralateral side did not exhibit any luciferase activity above the background. An in vivo cell dilution curve was obtained allowing the correlation of photon flux to cell numbers ( Figure 1C ). MRI confirmed infarction by the presence of a hyperintense corticostriatal lesion on T2-weighted images ( Figure  2C ). The mean infarct volume was 49 mm 3 Ϯ9 (SD) and there was no statistically significant difference between the IV and IA transplanted groups.
In Vivo Assessment of Biodistribution
Immediately after transplantation of 5ϫ10 5 RFP-positive NSCs, BLI demonstrated a marked difference in biodistribution of NSCs between IA and IV delivery. After IA injections, all animals showed a significant amount of luciferase activity in the head ( Figure 3A ). In contrast, IV infused animals had predominant torso-distributed luciferase activity, suggesting the presence of cells in the lungs ( Figure 3C ). At 1 week after cell transplant, BLI indicated only a slight reduction in signal from the head in IA animals ( Figures 3B and 4B ). In IV injected mice, however, there was almost a total reduction in luciferase activity from the lungs (Figures 3D and 4B) . Intravascular transplantation into sham-lesioned animals did Figure 2 . NSCs were tested for specific luciferase activity in vivo before biodistribution studies. RFP-positive NSCs transplanted subcutaneously in the right shoulder and stereotactically into the right striatum (arrowhead in A-B) produced signal as observed by BLI, whereas wild-type parental NSCs transplanted on the contralateral side (arrow in A-B) did not. T2-weighted MRI was used to confirm the presence of hypoxic-ischemic stroke before transplant. A distinct hyperintense lesion was evident in the ipsilateral cortex and striatum 24 hours after stroke (C).
not demonstrate any photon flux above the background in the head ROIs.
To corroborate the BLI findings, high-resolution ironsensitive FIESTA MRI also demonstrated the presence of transplanted SPIO-labeled NSCs in the ischemic brain. Reformat FIESTA images in 3 planes ( Figure 3G -I) demonstrate a cell distribution comparable to the aggregate bioluminescence imaging results ( Figure 3A-B) .
Quantification of Luciferase Activity
Quantification of photon counts in ROIs encompassing the head and the torso of each experimental animal were drawn to determine the biodistribution of transplanted cells after IA and IV delivery (Figure 4 ). We found significantly higher photon counts from head ROIs in the IA groups as compared with the IV group immediately ( Figure 4A , PϽ0.001) and 1 week after transplantation (Figure 4B, Pϭ0.025) . Conversely, IV transplanted animals demonstrated a significantly higher signal in the torso than IA injected animals immediately ( Figure 4A , Pϭ0.014) and 1 week after transplantation ( Figure 4B , PϽ0.001). The temporal profile analysis showed that over 7 days, there is a 32% signal loss in the brain in IA injected animals versus a 91% signal loss in the torso of IV injected animals, indicating lack of survival outside of the brain ( Figure  4C ). In IV injected animals, the number of cells reaching the brain is very low and decreases by 94% over 7 days. The same holds true for the torso signal in IA injected animals in which a low initial cell signal decreases by 74% over 7 days ( Figure 4C ).
Assumptions on total cell numbers measured using in vivo BLI was made based on the cell dilution curve. An estimate number of 3.07ϫ10 5 cells entered the brain after IA injection with a drop to 2.76ϫ10 5 at 7 days. This would represent 61% and 55% of the injected cells, respectively.
In vivo imaging past 7 days did not demonstrate significant luciferase activity in transplanted animals, which may represent the detection limitation of the method in vivo. Thus, in an effort to further characterize the specific brain, lung, liver, and kidney biodistribution of transplanted NSCs, and to account for any experimental error occurring from different organ tissue depth and light scattering during BLI acquisition, animals were euthanized for whole organ luciferase assays. These ex vivo studies allowed for a more sensitive measure of the presence of transplanted cells in experimental animals. At 1 week, IA transplanted animals had 69% of the total observed signal from the brain versus 27% in IV transplanted animals ( Figure 5A ). In IA transplanted animals, the brain signal was significantly higher than the rest of the organs at 1 week ( Figure 5A , PϽ0.0001) and 2 weeks ( Figure 5B , Pϭ0.007). Comparison of the total photon flux in the brain between IA and IV showed the IA signal to be Ͼ3 times the one in IV at 1 week (Pϭ0.0003; Figure 5A ) and more than double at 2 weeks (PϽ0.0001; Figure 5B ). Background photon flux was measured at 52 357 (p/s/cm 2 /sr), which was not significantly different from the lung and kidney signal in both IA and IV injected animals.
The presence of luciferase immunoreactive NSCs in the brain (box in 5C) was confirmed by immunohistochemistry at 24 hours ( Figure 5D -E) and 2 weeks ( Figure 5F ). Cell counts in IA and IV injected animals at 24 hours in the ipsilateral and contralateral hemisphere corroborated the imaging findings. There were significantly more cells in the ipsilateral hemisphere in both the IA and IV group at 24 hours and 2 weeks (PϽ0.05). Significantly more cells were counted in the IA versus the IV injected animals (at 24 hours 12.1Ϯ1. 
Discussion
Detailed knowledge about the biodistribution of transplanted NSCs after IV and IA injection is crucial to the development of intravascular stem cell therapy for stroke. Histological methods are often limited by incomplete analysis of anatomic distribution and therefore can harbor significant sampling error. These studies also cannot account for the dynamics of initial and Figure 3 . Twenty-four hours after stroke, 5ϫ10 5 NSCs were injected either in the ipsilateral internal carotid artery (IA) or the tail vein (IV). Immediately after IA transplant, a large amount of photon flux in the head of experimental animals was observed (A). In contrast, IV injection gave rise to large amounts of NSCs in the torso (C). One week after transplant, there was a decrease in signal in both groups; however, IA maintained more transplanted NSCs in the brain (B), whereas IV demonstrated a loss of signal (D). FIESTA MRI (E-G) was used to track transplanted NSCs labeled with SPIO nanoparticles. A normal coronal MRI at the hippocampus level is shown in (E) and a brain after hypoxia-ischemia in (F) where the arrowheads delineate the stroked area. Transplanted SPIO-labeled NSCs produced a hypointense signal as seen in reformatted FIESTA images in an axial (G), coronal (H), and sagittal (I) view. A cell distribution in the ischemic hemisphere comparable to images obtained with BLI is seen (G).
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secondary redistribution. We therefore created a BLI reporter NSC line allowing us to perform whole-body imaging with high sensitivity. BLI further allowed us to keep experimental animals alive and observe the initial engraftment and redistribution of transplanted NSCs at later time points. Within the realm of experimental intravascular transplantation, IV infusion has been tested more than IA delivery. 13, 14, 23 However, recent studies have demonstrated unfavorable biodistribution after IV administration, finding significant numbers of transplanted cells in other organs than the brain and citing pulmonary passage as a major obstacle between transplanted cells and the injured brain. 16,24 -28 The present study demonstrates that IA delivery results in a significantly larger number of NSCs delivered to the ischemic brain when compared with the IV route. After IA injection, 69% of the total BLI signal was observed within the cerebrum versus 27% after IV. Using whole organ homogenates, we show that in IV transplanted animals, there is a significantly larger percentage of luciferase activity (and thus NSCs) in organs other than the brain as compared with the IA injected groups. Over time, there is a slight increase in the photon flux from the brain homogenates, suggesting secondary recruitment of NSCs from the periphery. The total photon flux observed in the ex vivo studies was almost 8 times less than in vivo, most likely due to the process of tissue homogenization and therefore the cell dilution curve ( Figure  1C ) is not applicable to the ex vivo study. The relative ratios of individual organs, however, were consistent with the head and torso findings in vivo.
Similar findings have been reported after IV infusion of mesenchymal stem cells with only approximately 2.5% of cells estimated to get past pulmonary passage. 29 In vivo imaging allowed us to study the dynamics of cell distribution over time. We found that 7 days after injection, 70% of the initial cell signal was still present in the brain. The observed photon flux correlated with approximately 2.76ϫ10 5 cells. MRI of transplanted NSCs labeled with nanoparticles allowed spatial and tomographic information on biodistribution when coupled with BLI ( Figure 3G-I) . In contrast, after IV transplant, the absence of luciferase signal in the brain and torso ( Figure 3D ) suggests that NSCs do not redistribute to the damaged brain, but instead are cleared, probably by the innate immune system. 30 Several advantages of in vivo cellular imaging are demonstrated. In vivo molecular imaging not only allows a total body assessment of cell distribution after intravascular therapy, but also permits the study of cellular redistribution in the same animal over time. These findings are difficult to replicate with ex vivo methods. The cell count based on immunohistochemistry revealed findings consistent with in vivo imaging in terms of a predominant homing of cells to the injured hemisphere and a decrease of cell numbers over time. The histological cell count, however, does not represent a total cell number and might be flawed by sampling error. Therefore, direct correlation of the histological cell counts and in vivo or ex vivo BLI is not feasible.
Other studies have demonstrated functional benefit without cerebral engraftment, citing immunomodulation 31,32 and tro- phic support 33 as the primary mechanism of recovery. In previous studies, we demonstrated the influence of NSCs on the postischemic microenvironment, including synaptogenesis 34 and angiogenesis. 4 It could therefore be hypothesized that the unique presence of transplanted NSCs within the systemic circulation is sufficient for central nervous system repair. In addition, we have found a correlation between functional recovery and the number of transplanted NSCs detected in the brain, 4 indicating that both trophic support and engraftment may play an important role. We propose that engraftment can lead to sustained modulation of the microenvironment. Therefore, the extended presence of NSCs in the brain after IA versus IV transplantation ( Figure 4C ) could be critical for the repair of damaged tissue.
Before translation into clinical paradigms, considerations about the human cerebral vasculature, human blood volume, and hemodynamics in addition to stem cell biological questions will need to be addressed. The human cerebral arterial network differs in a number of respects from the rodent. Although the same major arteries are involved in the formation of the circle of Willis, the complexity of the human brain leads to a more elaborate arterial and venous system, especially distal to the circle of Willis.
Conclusions
Our data support IA as a promising minimally invasive transplantation paradigm for stem cell-based therapies for brain ischemia. We found a higher efficiency of NSC delivery to the brain and an extended presence of transplanted cells in animals after IA versus IV delivery. The possibility of a selective endovascular catheter injection of NSCs to areas of Figure 5 . To further explore the biodistribution without light absorption and scattering associated with in vivo BLI, ex vivo biodistribution was determined by whole organ homogenization for the brain, lungs, liver, and kidneys. In IA transplanted animals, the brain signal was significantly higher than the rest of the organs at 1 week (A, nϭ6, *PϽ0.0001) and 2 weeks (B, nϭ3, *Pϭ0.007). No significant difference was seen in IV transplanted animals (data shown as meanϮSEM). At 24 hours (D-E) and 2 weeks (F) after transplant, luciferase immunoreactive NSCs were observed in IA transplanted animals confirming the luciferase activity to be arising from transplanted cells (box in C depicts area represented in D at 24 hours and F at 2 weeks). Higher magnification image at 24 hours after transplantation shows an intravascular (lectin; green) location of transplanted luciferase-positive NSCs (red; E, scale bar 10 m), whereas an intraparenchymal migration is observed at 2 weeks (F). Nuclei are stained with DAPI (blue). Scale bars Dϭ200 m, Eϭ20 m, Fϭ50 m. damaged brain tissue and tissue at risk represents an attractive treatment modality. This approach would also allow for repeated treatments. Further studies will be needed to elucidate the ideal timing and cell dosage as well as the functional superiority of the IA injection technique. 5. Shen LH, Li Y, Chen J, Zhang J, Vanguri P, Borneman J, Chopp M.
Intracarotid transplantation of bone marrow stromal cells increases axon--myelin remodeling after stroke. Трансплантация нейрональных стволовых клеток (НСК) является перспективным экспериментальным методом лечения инсульта [1] [2] [3] . Результаты послед-них исследований продемонстрировали успешное приживление трансплантата и хорошее функцио-нальное восстановление при ишемии головного мозга в моделях на животных [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10] . В настоящее время проводится изучение безопасности и эффективности лечения с использованием стволовых клеток у людей [11, 12] . Минимально инвазивные внутрисосудис-тые вмешательства имеют некоторые преимущества по сравнению с контактной трансплантацией [13, 14] . При введении клеток в сосуды они лучше поступают в пораженную ткань. При внутрисосудистом введе-нии имеется возможность повторного комплексного лечения, кроме того, при таком типе трансплантации по сравнению со стереотаксическим нейрохирурги-ческим подходом риски значительно ниже.
Существует два способа внутрисосудистого введения стволовых клеток: внутривенная (ВВ) и внутриартериальная (ВА) трансплантация. При внутрисосудистом введении к леток происхо-дит направленный хемотаксический рекрутинг, трансэндотелиальный диапедез и последующая интрапарехимальная миграция в зону ишемичес-кого поражения [4, 5, 15] . Внутривенная инфузия привлекательна в отношении простоты проведе-ния и клинических условий, однако результаты последних исследований продемонстрировали, что при таком способе трансплантации стволо-вые клетки поступают в головной мозг в недо-статочном количестве, поскольку задерживаются в периферических органах [16] . При ВА введении стволовых клеток можно преодолеть эти ограниче-ния ВВ трансплантации путем непосредственного введения клеток в центральную нервную систему, например, при эндоваскулярной селективной кате-теризации внутримозговых сосудов, используемой в современном лечении инсульта.
Прямое in vivo сравнение обоих способов введе-ния стволовых клеток с проведением количествен-ного анализа клеточного биораспределения является важным шагом вперед для дальнейшей разработки минимально инвазивных методов лечения заболе-ваний центральной нервной системы стволовыми клетками. Мы использовали визуализацию in vivo для изучения биораспределения трансплантирован-ных НСК на модели гипоксии/ишемии у животных. Мы продемонстрировали существенное различие в эффективности доставки НСК в ишемизирован-ный головной мозг при ВА и ВВ трансплантациях. 
Ключевые слова: биораспределение (biodistribution), визуалиация биолюминисценции (bioluminescence imaging), трансплантация клеток (cell transplantation), экспериментальный (experimental), внутриартериальный (intra-arterial), ишемия (ischemia), стволовые клетки (stem cells)
© American Heart Association, Inc., 2010 Адрес для корреспонденции: Raphael Guzman, MD, Department of Neurosurgery, Stanford University, School of Medicine and Lucile Packard Children's Hospital, 300 Pasteur Drive R211, Stanford, CA 94305-5327. E-mail: raphaelg@stanford.edu ■ МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ КЛЕТОЧНАя КУЛЬТУРА Для проведения экспериментов использовали мышиные мультипотентные линии НСК, полу-ченные из внешнего зародышевого слоя мозжечка мыши (C17.217). Эти НСК легко дифференцирова-лись в немозжечковые нейроны, астроциты и оли-годендроциты ex vivo и in vivo [13 ,18] . Клетки размо-раживали и затем культивировали, как было опи-сано ранее [4] , в среде Eagle, модифицированной Дульбекко (Gibco, Grand Island, Нью-Йорк) с добав-лением 10% эмбриональной сыворотки телят (Gibco), 5% лошадиной сыворотки (Gibco) и 1% L-глютамина (2 ммоль/л; Gibco) при температуре 37°С и атмосфере с 5%-ным содержанием СО 2 .
ТРАНСДУКЦИя КЛЕТОК
Трансдукцию клеток проводили способом, описан-ным ранее [19] . Конструкцию, содержащую 3 гена, а именно: люциферазы светлячка (Fluc), мономерного красного флуоресцентного белка (RFP) и усеченную форму sr39 тимидинкиназы (FLuc-mRFP-tTK) вста-вили в лентивирусный вектор (рис 1А, см. цв. вклей-ку). Вирусные частицы воспроизвели в 293T клетках и НСК суспендировали с высоким титром (>109 час-тиц/мл) вирусных супернатантов, центрифугировали при 1800 g в течение 3 часов при температуре 32°С и инкубировали в течение ночи при температуре 37°С и в атмосфере с 5% СО 2 . Через неделю после трансдукции успешно трансфектированые клетки изолировали с помощью RFP на трехлазерном кле-точном сортере с активацией флуоресценции (Becton Dickinson, Сан-Хосе, Калифорния). Для выделения жизнеспособных клеток использовали соответствую-щее прямое и боковое светорассеяние и окрашивание пропидием йодида (10 мкг/мл). Клетки, выделенные с помощью клеточного сортера с активацией флу-оресценции, выращивали в стандартных условиях культивирования в течение 2 недель до проведения трансплантации. Для отслеживания пути миграции клеток с помощью МРТ клетки были помечены час-тицами суперпарамагнитного оксида железа (SPIO) (Feridex IV; Berlex Laboratories, Уэйн, Нью-Джерси), как было описано ранее [20] .
МОДЕЛЬ ГИПОКСИИ/ИшЕМИИ
Все вмешательства на животных были одобрены Stanford University Administrative Panel on Laboratory Animal Care. Ишемию головного мозга индуцирова-ли с помощью модели гипоксии/ишемии [21] . У бес-тимусных бесшерстных мышей (возраст 10 недель, Nu/Nu; Charles River, Уилмингтон, Массачусетс) окклюзию левой общей сонной артерии осуществля-ли с помощью клипсы для клипирования аневризмы перед помещением в условия гипоксии с содержа-нием 8% O 2 в течение 30 минут при температуре 37°C. После гипоксии вызывали реперфузию путем удаления клипсы с артерии. Ложнооперированным животным проводили те же процедуры за исключе-нием окклюзии левой общей сонной артерии и поме-щения в условия гипоксии.
ТРАНСПЛАНТАЦИя КЛЕТОК
Через 24 часа после ишемии головного мозга произ-вольно отобранным животным (N=12 в каждой груп-пе) выполняли инъекцию НСК, содержащих ген-репортер и частицы SPIO, в хвостовую вену или ВА инъекцию. НСК диссоциировали с помощью трип-сина в одноклеточную суспензию. Жизнеспособность клеток, которая составила >95% во всех группах, проверяли методом исключения красителя трипано-вого синего. Внутривенную инъекцию 5×10 5 клеток в 200 мкл физиологического раствора выполняли в хвостовую вену. Для проведения ВА инъекции обнажали ипсилатеральную сонную артерию, затем лигировали наружную сонную артерию шелком 6-0, коагулировали верхнюю щитовидную и крылонеб-ную артерии и вводили 5×10 5 НСК в 5 мкл физиологи-ческого раствора в общую сонную артерию шприцом Hamilton емкостью 10 мкл и изготовленной на заказ 33-G микроиглой. Ложнооперированным животным вводили физиологический раствор в хвостовую вену или сонную артерию. Между экспериментальными группами животных не было различий по показате-лю летальности.
Животным контрольной группы 5×10 5 первичных НСК или НСК, содержащих ген-репортер, изолиро-ванных с использованием клеточного сортера с акти-вацией флуоресценции, стереотаксически трансплан-тировали в полосатое тело или подкожно в область плеча. Чтобы соотнести поток фотонов с числом кле-ток, серийные разведения (350'000 к 50'000, N=3 в каждом разведении) НСК, содержащие ген-репор-тер, трансплантировали в полосатое тело.
бИОЛюМИНИСЦЕНТНАя ВИзУАЛИзАЦИя
Биолюминесцентную визуализацию (БЛВ) выполняли с помощью системы IVIS spectrum system (Xenogen Corporation, Alameda, Калифорния). Мышам интраперитонеально вводили 100 мкл D-люциферина (15 мг/мл в фосфатно-солевом буфе-ре; Promega, Madison, Висконсин). Визуализацию всего тела выполняли в течение 1 минуты. Сигнал при БЛВ регистрировали как максимальный поток фотонов (фотоны/сек/см 2 /ср). Программное обеспе-чение Living Image 3.0 software (Caliper Life Sciences, Хопкинтон, Массачусетс) использовали для коли-чественной оценки максимального потока фотонов в представляющих интерес областях головы и тела (область интереса -ОИ).
МАГНИТНО-РЕзОНАНСНАя ТОМОГРАФИя
Магнитно-резонансную томографию (МРТ) выпол-няли на небольшом сканере для животных с силой магнитного поля 7 Tл (Varian/GE Healthcare, Пало-Альто, Калифорния). С помощью T2-взвешенной быстрой спин-эхо последовательности (TR/ТЕ 4000/62 мс; FOV=3 см; матрица 256×256; толщина среза = 1 мм; число возбуждений=3) визуализиро-вали зону ишемического поражения у всех живот-ных и измеряли области гиперинтенсивного сигнала на Т2-взвешенных изображениях. МРТ изображе-ния с высоким разрешением трансплантированных SPIO-меченых НСК получали при исследовании фиксированного параформальдегидом мозга, погру-женного в фомблин (Specialty Fluids Co, Валенсия, Калифорния). Мозг помещали в изготовленную на заказ соленоидальную радиочастотную спираль и выполняли визуализацию с использованием 3D последовательности FIESTA [22] (TR/ТЕ 7,8/3,9 мс, разрешение=100 мкм изотропных вокселов; число возбуждений=1).
АНАЛИз ex vivo
Для регистрации сигнала при БЛВ отдельных орга-нов дополнительные экспериментальные группы животных, которым провели ВА и ВВ транспланта-ции, подвергали эвтаназии через 1 и 2 недели (n=6, n=3 в каждой группе). В качестве контроля для фоно-вого сигнала использовали органы животных, кото-рым трансплантацию не проводили. Мозг, легкие, печень и почки удаляли, гомогенизировали в стек-лянном гомогенизаторе ткани и суспендировали в 1 мл физиологического раствора с фосфатным буфером в 6-луночных планшетах. Раствор D-люциферина добавляли в лунки, выполняли БЛВ и оценивали интенсивность свечения, как описано выше.
ИММУНОГИСТОхИМИя
Через 24 часа и 2 недели после ВА или ВВ транс-плантаций животным транскардиально вводили 4% параформальдегид, мозг разделяли на срезы толщи-ной 30 мкм и обрабатывали для проведения имму-ногистохимического анализа. После фиксации срезы инкубировали в течение ночи при температуре 4°С с первичными антителами анти-RFP (1:500) и анти-Fluc (1:500; Abcam, Кембридж, Калифорния). Сосуды окрашивали с помощью лектина (1:350; Vector Labs, Берлингейм, Калифорния) . Вторичные антитела добавляли на 4 часа при комнатной температуре с последующим окрашиванием ядер 4,6-диамиди-но-2-фенилиндолом (1:5000; AnaSpec, Сан-Хосе, Калифорния). Срезы изучали с помощью лазерного сканирующего конфокального микроскопа (LSM510; Zeiss). Подсчитывали число клеток у животных через 24 часа и 2 недели после ВВ и ВА трансплантаций. Число клеток подсчитывали у 3 животных в каждой группе в пяти произвольно выбранных ОИ на каж-дом срезе в ишемизированном и контралатеральном полушариях. Выбирали три последовательных среза, разделенных на 120 мкм с центром на уровне поло-сатого тела. Данные представлены в виде среднего числа клеток/мм 2 .
СТАТИСТИЧЕСКИй АНАЛИз
Количественные данные выражали в виде: сред-нее значение±стандартная ошибка среднего [СОШ] . Значения сравнивали с помощью одностороннего дисперсионного анализа и t-критерия Стьюдента.
Также использовали поправку Бонферрони. Значения при р<0,05 считали статистически значимыми.
■ РЕзУЛЬТАТЫ
КОНСТРУКЦИя И ВАЛИДАЦИя КЛЕТОЧНОй ЛИНИИ, СОДЕРжАщЕй ГЕН-РЕПОРТЕР На графике цитометрии потока показано под-множество RFP-позитивных НСК, выделенных в качест ве трасфектированной популяции (рис. 1Б, см. цв. вклейку). В избыточно трансфектирован-ной популяции (пробирка Б) и RFP-положительной сортированной субпопуляции (пробирка А) НСК зарегистрировали активность люциферазы in vitro в отличие от родительской клеточной линии дикого типа (пробирка В; рис. 1Б, вставка, см. цв. вклей-ку). Для изучения биораспределения использовали только сортированные клетки. Для подтверждения активности гена-репортера и специфичности БЛВ сортированные RFP-положительные НСК транс-плантировали подкожно в плечо (рис. 2А, стрелки, см. цв. вклейку) и стереотаксически в полосатое тело (рис. 2Б, стрелки, см. цв. вклейку) контралатерально по отношению к родительским нетрансдуцирован-ным клеткам (рис. 2 А, Б, стрелки, см. цв. вклейку). При проведении БЛВ выявили активность люцифе-разы сортированных НСК выше исходного уровня. В родительских НСК, не содержащих конструкцию из трех генов с геном-репортером, на контралатераль-ной стороне не обнаружили активности люциферазы выше исходного уровня. Кривую разведения клеток получили in vivo, что позволило соотнести поток фотонов с числом клеток (рис. 1В, см. цв. вклейку).
При проведении МРТ подтвердили наличие инфаркта в связи с обнаружением гиперинтенсивных кортикостриарных поражений на Т2-взвешенных изображениях (рис. 2В, см. цв. вклейку). Средний объем очага инфаркта составил 49±9 [СО] мм 3 , при этом между группами животных, которым проводи-ли ВВ и ВА трансплантации, не было статистически значимого различия по этому показателю.
ОЦЕНКА бИОРАСПРЕДЕЛЕНИя IN VIVO
Сразу после трансплантации 5х10 5 RFP-позитивных НСК при проведении БЛВ было выявлено заметное различие в биораспределении НСК в зависимости от пути трансплантации -ВА или ВВ. После ВА инъекции у всех животных зарегистрировали зна-чительную активность люциферазы в головном мозге (рис. 3А, см. цв. вклейку). В отличие от этого у животных, которым провели ВВ трансплантацию, отметили активность люциферазы в туловище, обус-ловленную преимущественной локализацией клеток в легких (рис. 3В, см. цв. вклейку). Через 1 неделю после трансплантации клеток при проведении БЛВ выявили только незначительное снижение активности сигнала от головы у животных, подвергшихся ВА транспланта-ции (рис. 3Б, см. цв. вклейку, рис. 4Б). Однако у мышей, которым проводили ВВ трансплантацию, произошло тотальное снижение активности люциферазы в легких (рис. 3Г см. цв. вклейку; рис. 4Б). При внутрисосудис-той трансплантации ложнооперированным животным не произошло изменения потока фотонов выше фоно-вого уровня в ОИ головного мозга.
Для подтверждения результатов БЛВ выполняли сканирование с высоким разрешением в чувстви-тельном к железу МР-режиме FIESTA, которое также продемонстрировало наличие трансплантирован-ных SPIO-меченых НСК в ишемизированном мозге. Переформатированные изображения FIESTA в трех плоскостях (рис. 3Ж-И, см. цв. вклейку) демонстри-руют распределение клеток, сопоставимое с общи-ми результатами биолюминисцентной визуализации (рис. 3А-Б, см. цв. вклейку). 
КОЛИЧЕСТВЕННАя ОЦЕНКА АКТИВНОСТИ ЛюЦИФЕРАзЫ
Для изучения биораспределения трансплантиро-ванных клеток после ВА и ВВ инфузий оценивали поток фотонов от ОИ головы и туловища каждого подопытного животного (рис. 4). Мы обнаружили, значительно большее количество фотонов от ОИ головы в группе ВА инфузии по сравнению с группой ВВ инфузии сразу (рис. 4А, р<0,001) и через 1 неделю после трансплантации (рис. 4Б, р=0,025) . И наоборот, у животных в группе ВВ инфузии сигнал от туловища был выше, чем в группе ВА инфузии сразу (рис. 4А, р=0,014) и через 1 неделю после трансплантации (рис. 4Б, р<0,001) . Анализ временнóго профиля показал, что в течение 7 дней произошло снижение сигнала на 32% от мозга животных группы ВА инфузии и сни-жение сигнала на 91% от туловища животных группы ВВ инфузии, что свидетельствует о плохой выживае-мости стволовых клеток вне мозга (рис. 4В). У живот-ных группы ВВ инфузии очень мало клеток посту-пило в головной мозг, и их число снизилось на 94% в течение 7 дней. Аналогичные результаты получили при изучении сигнала от туловища животных группы ВА инфузии, у которых низкий исходный сигнал кле-ток уменьшился на 74% в течение 7 дней (рис. 4В).
Предположение об общем числе клеток, выявлен-ном при проведении БЛВ in vivo, было сделано на осно-ве изучения кривой разведения клеток. В голов-ной мозг после ВА инфузии поступило 3,07х10 5 кле-ток, в течение 7 дней произошло снижение их числа до 2,76х10 5 . Эти цифры составляют 61 и 55% от числа введенных клеток соответственно.
При визуализации in vivo, проведенной через 7 дней, не обнаружили значительной активности люциферазы у животных, подвергшихся трансплан-тации, что может отражать ограничение использо-вания этого метода in vivo. Таким образом, с целью дальнейшего изучения особенностей биораспреде-ления трансплантированных НСК в головном мозге, легких, печени и почках, для выявления любых погрешностей, связанных с разной глубиной зале-гания органов и рассеивания света во время прове-дения БЛВ, животные были подвергнуты эвтаназии для проведения анализа активности люциферазы во всех органах. Эти ex vivo исследования позволи-ли более точно определить наличие транспланти-рованных клеток у подопытных животных. Через 7 дней от мозга животных группы ВА инфузии зарегистрировали 69% общего наблюдаемого сигна-ла по сравнению с 27% у животных группы ВВ инфу-зии (рис. 5А, см. цв. вклейку). У животных группы ВА инфузии сигнал от мозга был значительно выше, чем от остальных органов через 1 неделю (рис. 5А, см. цв. вклейку, р<0,0001) и 2 недели (рис. 5Б, см. цв. вклейку, р=0,007) . Сравнение общего потока фотонов в головном мозге между группами ВА и ВВ инфузий показало, что через 1 неделю сигнал при ВА инфузии был более чем в три раза выше сигнала при ВВ инфузии (р=0,0003; рис. 5А, см. цв. вклей-ку) и более чем в два раза выше через 2 недели (р<0,0001; рис 5Б, см. цв. вклейку). Фоновый поток фотонов, составляющий 52 357 ф/с/см 2 /ср, незна-чительно отличался от сигнала от легких и почек в группах ВА и ВВ инфузий.
Наличие в головном мозге НСК с иммуноактивной люциферазой (рис. 5В, рамка; см. цв. вклейку) было подтверждено результатами иммуногистохимичес-кого анализа, проведенного через 24 часа (рис. 5Г-Д, см. цв. вклейку) и 2 недели (рис. 5Е, см. цв. вклейку). Число клеток в ипсилатеральном и контралатераль-ном полушариях у животных в группах ВА и ВВ инфузий через 24 часа соответствовало результатам визуализации. В обеих группах число клеток в ипси-латеральном полушарии было значительно большим через 24 часа и через 2 недели (р<0,05). У животных в группе ВА инфузии число клеток было значительно большим по сравнению с ВВ инфузией (через 24 часа -12,1±1,3 клеток/мм 2 и 0,1±0,02 клеток/мм 2 соответст-венно, р<0,01; через 2 недели -9,8±0,9 клеток/мм 2 и 0,005±0,02 клеток/мм 2 соответственно, р<0,001).
■ ОбСУжДЕНИЕ
Подробные знания о биораспределении транс-плантированных НСК после ВА и ВВ инъекций имеют решающее значение для разработки мето-дов внутрисосудистой терапии стволовыми клет-ками при инсульте. Гистологические методы часто ограничены неполным анализом анатоми-ческого распределения и, следовательно, могут скрывать значительные ошибки выборки. Такие исследования также не могут объяснить динами-ку первичного и вторичного перераспределений. В связи с этим для проведения БВЛ мы созда-ли линию НСК, содержащих ген-репортер, что позволило выполнить визуализацию всего тела с высокой чувствительностью. Использование в дальнейшем БЛВ позволило нам сохранить под-опытных животных в живых и наблюдать прижив-ление и перераспределение трансплантированных НСК в более поздние моменты времени.
В области экспериментальной внутрисосудистой трансплантации ВВ инфузия была более изучена, чем ВА введение [13, 14, 23] . Однако результаты последних исследований продемонстрировали неудовлетвори-тельное биораспределение после ВВ введения, по-скольку значительное число трансплантированных клеток обнаруживали в других органах, а не в мозге, что дало основание считать пассаж крови через лег-кие основным препятствием между транспланти-рованными клетками и поврежденным головным мозгом [16, [24] [25] [26] [27] [28] .
Настоящее исследование показывает, что при ВА введении в ишемизированный головной мозг поступает значительно большее число НСК, чем при ВВ введении. После ВА инъекции 69% от сум-марного БЛВ сигнала регистрировали от головно-го мозга по сравнению с 27% после ВВ инъекции. Используя гомогенаты органов, мы продемонстри-ровали у животных, подвергшихся ВВ транспланта-
